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REMARKS 

Disposition of Claims 

Claims 61 through 79 are currently pending. By the Amendment filed with the USPTO 
on July 22, 2008, Applicant elected, with traverse, invention of Group I, Claims 61-66 (out of 
Groups I through V). The Examiner now withdraws Claim 67-79 as drawn to non-elected 
species. 



Preliminary Comments 

By the previous Amendment, filed with the USPTO on July 22, 2008, Applicant 
submitted a substitute specification that corrects an obvious translational error. The Examiner is 
now asserting that Applicant's correction of that error constitutes addition of new matter. 

Applicant directs the Examiner's attention to MPEP §2163.07 - Amendments to 
Application Which Are Supported in the Original Description, Subsection II - Obvious Errors. 
This portion of the MPEP states: 

Where a U.S. application as originally filed was in a non-English language and an 
English translation thereof was subsequently submitted pursuant to 37 CFR 
1 .52(d), if there is an error in the English translation, applicant may rely on the 
disclosure of the originally filed non-English language U.S. application to support 
correction of an error in the English translation document . [Emphasis added.] 

The term "U.S. application" in the paragraph above and the term "nonprovisional application" in 
37 C.F.R. § 1.52(d) include U.S. national stage applications under 35 U.S.C. §371, as provided by 
37C.F.R. §1.9 -Definitions: 

(1) A national application as used in this chapter means a U.S. application 
for patent which was either filed in the Office under 35 U.S.C. 1 1 1 , or which 
entered the national stage from an international application after compliance with 
35 U.S.C. 371 . 

[...] 

(3) A nonprovisional application as used in this chapter means a U.S. 
national application for patent which was either filed in the Office under 35 
U.S.C. 1 1 1(a), or which entered the national stage from an international 
application after compliance with 35 U.S.C. 371. [Emphasis added.] 
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(See also MPEP §1893.) 

In the instant case, as explained further below, the "U.S. application as originally filed" is 
the German language International Application PCT/EP2004/000488. The English translation of 
the German language application, furnished to the USPTO on July 20, 2005, included an 
inadvertent error. Because this error is a translational error, it is obvious to one of ordinary skill. 
As such, Applicant is entitled to rely on the original German application to correct this 
translational error. 

The Examiner's failure to follow the examination guidelines prescribed by MPEP 
§2163.07 not only results in unnecessary delay in prosecution and in unjustifiable costs to 
Applicant, but also violates "[t]he Office's policy of compact prosecution [which] requires that 
both examiners and applicants provide the information necessary to raise and resolve the issues 
related to patentability expeditiously." (Official Gazette of 07 November 2003). 

In the instant case, Applicant corrected the translational error immediately upon 
discovery, namely, in their response to the first Office Action. In response to Applicant's 
amendment, however, the Examiner issued the second Office Action which advanced a legally 
indefensible position. The second Office Action failed to substantively examine Applicant's 
claims. As a result, after two Office Actions, Applicant's pending claims are still unexamined. 
This clearly violates the policy of compact prosecution. 

Traversal of the Restriction Requirement 

Applicant traversed the restriction requirement advanced by the Examiner based on the 
absence in the art cited by the Examiner (U.S. Patent No. 2, 868, 781 ("Gaertner")) of the special 
technical feature under PCT. Rule 13.2. 

Applicant now recapitulates that under the definition of the "special technical feature" 
provided by PCT Rule 13.2, in order to show that Groups I-V lack unity, evidence such as a prior 
art reference, showing that this feature does not define a contribution over the prior art must be 
provided. Since Gaertner discloses carboxylic acid diester, rather than carbonic acid diester, its 
teachings are inapplicable to new Claims 61-79. As such, there is no prior art reference on 
record that teaches the special technical feature of Claims 61-79. 
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Applicant again requests reconsideration and withdrawal of the instant restriction 
requirement. 

Objection to the Specification Under 35 U.S.C. § 132(a) 

The Examiner objected to the substitute specification submitted by the Amendment of 
July 22, 2008. The Examiner stated that the Amendment introduced new material into the 
specification. The Examiner alleged that the "carbonic acid diester" disclosed throughout the 
substitute specification is not disclosed in the specification as filed. 

Applicant submits that the Examiner statement is factually incorrect. 

The instant application is the U.S. National stage of International Application 
PCT/EP2004/000488. As such, the specification of the instant application is the specification of 
International Application PCT/EP2004/000488. According to Section 363 of Title 35 of the U.S. 
law: 

An international application designating the United States shall have the effect, 
from its international filing date under article 1 1 of the treaty [i.e. PCT Article 11 
- AA\ of a national application for patent regularly filed in the Patent and 
Trademark Office except as otherwise provided in section 102(e) of this title. (35 
U.S.C. §363) 

MPEP§1892 explains: 

The filing date of a PCT international application is the date applicant satisfies 
Article 1 1 requirements, i.e., includes a description, a claim, names at least one 
applicant who is a resident or national of a PCT Contracting State, filed in the 
prescribed language, and designates at least one Contracting State. See MPEP § 
1810. Bv virtue of 35 U.S.C. 363, the U.S. filing date of an international 
application that designates the United States is, for most legal purposes, the 
international filing date . [Emphasis added] 

In other words, the "filing date" against which the absence or presence of any matter is measured 
in a U.S. National stage application is the international filing date. In the instant case, the 
international filing date is January 22, 2004. 

Applicant next submits that the instant application as filed on January 22, 2004 included 
the description of carbonic acid diesters. Applicant provides herewith a copy of International 
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Application PCT/EP2004/000488, published in German as WO 2004/065425 (Exhibit A). 
Applicant directs the Examiner to inspect any portion of this document, beginning with the 
German TITLE. The German TITLE of Exhibit A states: 

KOHLENSAUREDIESTER . VERFAHREN ZU IHRER HERSTELLUNG UND 
VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG VON MIT POLYSACCHARIDEN 
ODER POLYSACCHARID-DERIVATEN AN FREIEN AMINOGRUPPEN 
GEKOPPELTEN PHARMAZEUTISCHEN WIRKSTOFFEN (Emphasis added) 

The underlined term "Kohlensaurediester" is translated into English as carbonate (i.e. carbonic) 
diester. As a further proof of this statement, Applicant submits herewith Exhibit B, a copy of 
pages 356 and 357 of Cassello's German-English Dictionary (MacMillan Publishing Company, 
New York, 1978). Exhibit B indicates, on page 356, that the correct translation of the German 
term "Kohlensaure" into English is "carbonic acid" (the entry is highlighted in yellow). 

It follows from the above that the "carbonic acid diesters" were fully described in the 
instant application as filed (i.e. on the international filing date). Accordingly, the Examiner's 
assertion that the Amendment of July 22, 2008 introduced new matter is factually incorrect. 

Reconsideration and withdrawal of the rejection are requested. 

Claim Rejections 

The Examiner rejected Claims 61-66 under 35 U.S.C. §1 12, first paragraph, as failing to 
comply with the written description requirement. The Examiner advanced this rejection based 
on the same argument as that advanced against the substitute specification: namely, that the term 
"carbonic acid diester" is an improper introduction of the new matter. 

Applicant refers the Examiner to the argument presented in the above section of the 
instant reply. In short, because under 35 U.S.C. §363 the "filing date" of the instant application 
is the international filing date, and because on that date the term "Kohlensaurediester" ("carbonic 
acid diester") was disclosed in the instant application, as evidenced by Exhibit A, support for 
Claims 61-66 cannot be deemed lacking. Accordingly, the Examiner's argument is without 
merit. 

Reconsideration and withdrawal of the rejection are requested. 



9 

40/542,944 



-6- 



CONCLUSION 



In view of the above amendments and remarks, it is believed that all claims are in 
condition for allowance, and it is respectfully requested that the application be passed to issue. If 
the Examiner feels that a telephone conference would expedite prosecution of this case, the 
Examiner is invited to call the undersigned. 



Respectfully submitted, 

HAMILTON, BROOK, SMITH & REYNOLDS, P.C. 

Alexander Akhiezer 
Registration No. 54,617 
Telephone: (978) 341-0036 
Facsimile: (978)341-0136 



Concord, MA 01742-9133 



Date: 
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Kohlensaurediester, Verfahren zu ihrer Herstellung und Verfahren zur 
Herstellung von mit Polysacchariden oder Polysaccharid-Derivaten an freien 
Aminogruppen gekoppelten pharmazeutischen Wirkstoffen 



Die vorliegende Erfindung betrifft Kohlensaurediester, Feststoffe und Losungen, 
die diese Ester enthalten sowie Verfahren zu ihrer Herstellung. Des weiteren 
betrifft die vorliegende Erfindung Verfahren zur Herstellung von mit 
Polysacchariden oder Polysaccharid-Derivaten an freien Aminogruppen 
gekoppelten pharmazeutischen Wirkstoffen, die unter Verwendung der 
Kohlensaurediester durchgeftihrt werden, sowie die pharmazeutischen Wirkstoffe, 
die durch diese Verfahren erhaltlich sind. 

Die Konjugation von pharmazeutischen Wirkstoffen insbesondere von Proteinen 
mit Polyethylenglycol-Derivaten ("PEGylierung") oder Polysacchariden wie 
Dextrane oder insbesondere Hydroxyethylstarke ("HESylierung") hat in den 
letzten Jahren an Bedeutung gewonnen mit der Zunahme an pharmazeutischen 
Proteinen aus der biotechnologischen Forschung. 

Oft haben solche Proteine eine zu kurze biologische Halbwertszeit, welche durch 
Kopplung an die oben angefiihrten PolymerenA'erbindungen wie PEG oder HE3 
gezielt verlangert werden kann. Durch die Kopplung konnen aber aueh die 
antigenen Eigenschaften von Proteinen positiv beeinflusst werden. Im Falle von 
anderen pharmazeutischen Wirkstoffen kann durch die Kopplung die 
Wasserloslichkeit erheblich vergrofiert werden. 

In DE 1 96 28 705 und DE 1 01 29 369 werden Verfahren beschrieben, wie die 
Kopplung mit Hydroxyethylstarke in wasserfreiem Dimethylsulfoxid (DMSO) 
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iiber das entsprechende Aldonsaurelacton der Hydroxyethylstarke durchgefiihrt 
werden kann mit freien Aminogruppen von Hamoglobin bzw. Amphotericin B. 

Da in wasserfreien, aprotischen Losungsmitteln gerade im Falle der Proteine oft 
nicht gearbeitet werden kann, entweder ans Loslichkeitsgriinden aber auch 
Grunden der Denaturierung der Proteine, stehen auch Kopplungsverfahren mit 
HES im wasserhaltigen Milieu zur Verfiigung. Z.B. gelingt die Kopplung der am 
reduzierenden Kettenende selektiv zur Aldonsaure oxidierten Hydroxyethylstarke 
durch Vermittlung von wasserloslichem Carbodiimid EDC (l-Ethyl-3-(3- 
^ethylaminopropyi>carbodiimid) (PCT/EP 02/02928). Sehr oft jedoch ist der 
Einsatz von Carbodiimiden mit Nachteilen behaftet, da Carbodiimide sehr haufig 
inter- oder intramolekulare Vemetzungsreaktionen der Proteine verursachen als 
Nebenreaktionen. 

Im Falle von phosphatgruppenhaltigen Verbindungen wie Nukleinsauren gelingt 
die Kopplung oft gar nicht, da die Phosphatgruppen mit EDC ebenfalls reagieren 
konnen (S.S. Wong, Chemistry of Protein Conjugation and Cross-Linking, CRC- 
Press, Boca Raton, London, New York, Washington D.C., 1993, Seite 199) . 

In Anbetracht des diskutierten Standes der Technik lag der Erfindung die Aufgabe 
zugrunde, Verbindungen zur Verfiigung zu stellen, die unter Vermeidung der 
zuvor beschriebenen Nachteile die Kopplung von Polysacchariden oder deren 
Derivate an Aminogruppen-haltige Wirkstoffe, insbesondere an Proteine, in rein 
wassrigen Systemen oder auch in Losungsmittelgemischen mit Wasser gezielt 
ennoglichen. 

Femer sollte eine solche Verbindung so beschaffen sein, dass eine moglichst 
quantitative Anbindung eines Wirkstoffes durch kovalente Bindung an ein 
Polysaccharid oder ein Polysaccharid-Derivat stattfindet. 
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Der Erfindung lag weiterhin die Aufgabe zugrunde, Verbindungen zu schaffen, 
die eine moglichst schonende Verknupfung von einem Polysaccharid oder eines 
Derivats hiervon an den Wkkstoff enndglichen. So sollte insbesondere die 
Struktur, die Aktivitat und die Vertraglichkeit des Wirkstoffes durch die 
Umsetzung moglichst wenig verandert werden. Beispielsweise sollten intra- und 
intermolekulare Vernetzungsreaktionen vermieden werden. Daruber hinaus sollten 
auch Wirkstoffe verknupft werden konnen, die Phosphatgruppen aufweisen. 

Des weiteren war es mithin Aufgabe der vorliegenden Erfindung Verbindungen 
anzugeben, an die Wirkstoffe in einer vorgegebenen Menge gekoppelt werden 
konnen. So sollte insbesondere eine gezielte Stochiometrie des Konjugats 
eingestellt werden konnen, wobei speziell die Herstellung von Konjugaten durch 
den Einsatz dieser Verbindungen ermoglicht werden sollte, die einen hohen Anteil 
an Wirkstoff aufweisen. 

SchlieBlich lag der Erfindung die Aufgabe zugrunde ein moglichst einfaches und 
kostengunstiges Verfahren zur Herstellung solcher Verbindungen und 
Kopplungsprodukte von Polysacchariden oder Polysaccharid-Derivaten mit 
Wirkstoffen zur Verfugung zu stellen. 

Gelost werden diese Aufgaben sowie weitere, die zwar nicht wortlich genannt 
werden, sich aber aus den hierin diskutierten Zusammenhangen wie 
selbstverstandlich ableiten lassen oder sich aus diesen swangslaufig ergeben. mit 
den in Anspruch 1 beschriebenen KohJensaurediestern. ZweckmSfiige 
Abwandhmgen dieser erfindimgsgemaBen Kohlensaurediester sowie haltbare und 
in Verfahren zur Herstellung von Konjugaten einsetzbare Kohlensaurediester 
werden in den auf Anspruch 1 riickbezogenen Unteranspriichen 2-19 unter Schutz 
gestellt 

Hinsichtlich eines Verfahrens zur Herstellung der Kohlensaurediester liefern die 
Anspriiche 20-24 eine Losung der zugrunde liegenden Aufgabe. 
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Die Anspriiche 25-30 beschreiben Verfahren zur Herstellung Polysaccharid- 
Wirkstoff-Konjugate und die durch diese Verfahren erhaltlichen 
pharmazeutischen Wirkstoffe. 

Durch die Bereitstellung von Kohlensaurediester, die von Polysacchariden oder 
Polysaccharide-Derivaten abgeleitet sind, gelingt es Verbindungen zur VerfUgung 
zu stellen, die die zuvor genannten Aufgaben losen. Sie setzen sich im wassrigen 
Milieu mit nukleophilen NH 2 -Gruppen zu Urethanen urn. 

Des weiteren werden durch die vorliegende Erfindung unter anderem folgende 
Vorteile erzielt: 

Die erfindungsgemSBen Kohlensaurediester ermdglichen eine leichte Anbindung 
eines Wirkstoffes durch kovalente Bindung an ein Poly saccharid oder ein 
Polysaccharid-Derivat stattfindet. 

Die Kohlensaurediester der vorliegenden Erfindung konnen unter schonenden 
Bedingungen mit einem Wirkstoff umgesetzt werden, Hierbei wird insbesondere 
die Struktur, die Aktivitat und die Vertraglichkeit des Wirkstoffes durch die 
Umsetzung nur in einem geringen Umfang verandert. Hierdurch konnen unter 
anderem insbesondere intra- und intermolekulare Vemet2*mgsreaktionen 
vermieden werden. Des weiteren konnen pharmazeutische Wirkstoffe gekoppelt 
werden, die Phosphatgruppen aufiveisen, ohne dass diese Qruppen verandert 
werden. 

Die erfindungsgemaBen Kohlensaurediester erlauben eine sehr schonende 
Kopplung an den Wirkstoff. Des weiteren kann beispielsweise eine gezielte 
Stochiometrie des gewunschten Konjugats eingestellt werden, wobei speziell die 



WO 2004/065425 



5 



PCT/EP2004/000488 



Herstellung von Konjugaten durch den Einsatz dieser Verbindungen eimoghcht 
wird, die einen hohen Anteil an Wirkstoffen umfassen. 

Darilber hinaus stellt die vorliegende Erfindung einfache und kostengiinstige 
Verfahren zur Herstellung aktivierter Kohlensaurediester und Kopplungsprodukte 
von Polysacchariden oder Polysaccharid-Derivaten mit Wirkstoffen zur 
Verfugung. 

Die Kohlensaurediester der vorliegenden Erfindung sind von Polysacchariden 
oder Polysaccharid-Derivaten abgeleitet. Derartige Polysaccharide, sowie 
hieraus erhaltliche Derivate, sind in der Fachwelt weithin bekannt und konnen 
kommerziell erhalten werden. Polysaccharide sind makromolekulare 
Kohlenhydrate, deren Molekule eine grofie Zahl (mind. >10, gewohnlich 
jedoch erheblich mehr) glykosidisch miteinander verknupfter Monosaccharid- 
Molekule (Glykose) aufweisen. Das Gewichtsmittel des Molekulargewichts 
bevorzugter Polysaccharide liegt vorzugsweise im Bereich von 1500 bis 
1000000 Dalton, besonders bevorzugt 2000 bis 300000 Dalton und ganz 
besonders bevorzugt im Bereich von 2000 bis 50000 Dalton. Das 
Molekulargewicht Mw mit ublichen Verfahren bestimmt werden. Hierzu 
gehoren beispielsweise wassrige GPC, HPLC, Lichtstreuung und dergleichen. 

Uber das Molekulargewicht des Polysaccharidrests Ir^nn unter anderem die 
Venveilseit im Korper verandert werden. 

Zu den bevorzugten Polysacchariden gehoren Starke so^vie die durch H3^drolyse 
erhaltlichen Starkefraktionen, die als Abbauprodukte von Starke aufgefasst 
werden konnen. Starke wird ublich in Amylose und Amylopektin unterteilt, die 
sich im Verzweigungsgrad unterscheiden. Erfindungsgemafi ist Amylopektin 
besonders bevorzugt 
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Unter Amylopektinen versteht man dabei zunachst ganz allgemein verzweigte 
Starken oder Starkeprodukte rait a-(l-4)- und a-(l -6)-Bindungen zwischen den 
Glucosemolekiilen. Die Verzweigungen der Kette erfolgen dabei uber die a~(l- 
6)-Bindungen. Diese sind bei naturlich vorkommenden Amylopektinen etwa 
alle 15-30 Glucosesegmente unregelmaBig vorhanden. Das Molekulargewicht 
von naturlichem Amylopektin liegt sehr hoch im Bereich von 10 7 bis zu 2xl0 8 
Dalton. Man geht davon aus, dass auch Amylopektin in gewissen Grenzen 
Helices bildet. 

Man kann fur Amylopektine einen Verzweigungsgrad definieren. Das MaB fur 
die Verzweigung ist das Verhaltnis der Zahl von Molekiilen Anhydroglucose, 
die Verzweigungspunkte (a-(l-6)-Bindungen) tragen, zur Gesamtzahl 
Molekule der Anhydroglucose des Amylopektins, wobei dieses Verhaltnis in 
mol-% ausgednickt wird. In der Natur auftretendes Amylopektin weist 
Verzweigungsgrade von ca. 4 mol-%. Bevorzugt zur Herstellung der 
Kohlensaurediester eingesetzte Amylopektine weisen eine mittlere 
Verzweigung im Bereich von 5 bis 10 mol% auf. 

Des weiteren konnen hyperverzweigte Amylopektine eingesetzt werden, die 
einen tiber den aus der Natur ftir Amylopektine bekannten Verzweigungsgrad 
signifikant hinausgehenden Verzweigungsgrad auftveisen. Dabei handelt es 
sich beim Vemveigungsgrad in jedem Falle um einen Mittelwert (mittleren 
Verz^veigungsgrad), da Amylopektine polydisperse Substanzen sind. 

Golche hyperverzweigte Amylopektine weisen signifikant hohere 
Verzweigungsgrade, ausgednickt als mol-% der 
Verzweigungsanhydroglucosen, auf im Vergleich zu unverandertem 
Amylopektin bzw. Hydroxyethylstarke und sind demzufolge in ihrer Struktur 
dem Glycogen ahnlicher. 
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Der mittlere Verzweigungsgrad der hyperverzweigten Amylopektine liegt 
ublich im Bereich zwischen > 10 und 25 mol%. Dies bedeutet, dass diese 
Amylopektine im Mittel etwa alle 10 bis 4 Glucoseeinheiten eine <x-(l-6)- 
Bindung und damit einen Verzweigimgspunkt aufweisen. 
Eine bevorzugt im medizinischen Bereich einsetzbare Amylopektintype 
kennzeichnet sich durch einen Verzweigungsgrad zwischen 1 1 und 16 mol-%. 

Weitere bevorzugte hyperverzweigte Amylopektine besitzen einen 
Verzweigungsgrad im Bereich zwischen 13 und 16 mol-%. 

Die in der Erfindung einsetzbaren Amylopektine besitzen vorzugsweise einen 
Wert fiir das Gewichtsmittel des Molekulargewichts Mw im Bereich von 2.000 
bis 800.000 Dalton, insbesondere 2.000 bis 300.000 und besonders bevorzugt 
2.000 bis 50.000 Dalton. 

Die zuvor dargelegten Starken konnen kommerziell erhalten werden. Des weiteren 
ist deren Gewinnung literaturbekannt. So kann Starke, insbesondere aus 
Kartoffeln, Tapioka, Maniok, Reis, Weizen oder Mais gewonnen werden. Die aus 
diesen Pflanzen erhaltenen Starken werden vielfach zunachst einer hydrolytischen 
Abbaureaktion unterworfen. Dabei wird das Molekulargewicht von etwa 
20.000.000 Dalton auf mehrere Millionen Dalton reduziert, wobei ein weiterer 
Abbau des Molekulargewichts auf die zuvor genannten Werte ebenfalls bekaimt 
ist. Besonders bevorzugt konnen unter anderem Wachsmaisstarke- 
Abbaufraktionen air Herstellung der erfindungsgemaBen KoMensaurediester 
eingesetst werden. 

Die zuvor dargelegten hyperverzweigten Starkefraktionen werden unter 
anderem in der deutschen Patentanmeldung 102 17 994 beschrieben. 

Des weiteren konnen auch Derivate von Polysacchariden zur Herstellimg der 
erfindungsgemaBen Kohlensaurediester eingesetzt werden. Zu diesen gehoren 
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insbesondere Hydroxyalkylstarken, beispielsweise Hydroxyethylstarke und 
Hydroxypropylstarke, die durch Hydroxyalkylierung axis den zuvor dargelegten 
Starken, insbesondere axis Amylopektin gewonnen werden konnen. Hiervon ist 
Hydroxyethylstarke (HES) bevorzugt 

Vorzugsweise wird erfindungsgemaB eine HES eingesetzt, die das 
hydroxethylierte Derivat des in Wachsmaisstarke zu tiber 95 % vorkommenden 
Glucosepolymers Amylopektin ist Amylopektin besteht aus Glucoseeinheiten, die 
in a-l,4-glykosidischen Bindungen vorliegen und a-l,6-glykosidische 
Verzweigungen aufweisen. 

HES weist vorteilhafte rheologische Eigenschaflen auf und wird zur Zeit als 
Volumenersatzmittel und zur Hamodilutionstherapie klinisch eingesetzt 
(Sommermeyer et al., Krankenhausphannazie, Vol. 8 (8, 1987) Seite 271 - 278 
und Weidler et al., Arzneimittelforschung / Drug Res., 41, (1991) Seite 494 - 
498). 

HES wird im wesentlichen tiber das gewichtsgemittelte mittlere Molekulargewicht 
Mw , das Zahlenmittel des mittleren Molekulargewichts Mn, die 
Molekulargewichtsverteilung und den Substitutionsgrad gekennzeichnet. Die 
Substitution mit H3^droxyethylgruppen in Atherbindung ist dabei an den 
Kohlenstoffatomen 2 ? 3 und 6 der Anhydroglucoseeinheiten moglieh. Der 
Substitutionsgrad kann dabei als DS ("degree of substitution"), welcher auf den 
Anteil der cubstituierten Glucosemoleloile aller Glueoseeinbeiten Bezug nimmt 
oder als MS ("molar substitution") beschrieben werden, womit die mittlere 
Anzahl von Hydroxyethylgruppen pro Glucoseeinheit bezeichnet wird. 

Der Substitutionsgrad MS (molar substitution) ist definiert als die 
durchschnittliche Anzahl von Hydroxyethylgruppen pro Anhydroglucoseeinheit. 
Er wird ermittelt aus der Gesamtanzahl der Hydroxyethylgruppen in einer Probe, 
beispielsweise nach Morgan, durch Atherspaltung und anschlieBender 
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quantitativer Bestimmung von Ethyliodid und Ethylen, die hierbei gebildet 
werden. 

Hingegen ist der Substitutionsgrad DS (degree of substitution) definiert als der 
Anteil der substituierten Anhydroglucoseeinheiten aller Anhydroglucoseeinheiten. 
Dbn kann man bestimmen aus der gemessenen Menge der unsubstituierten Glucose 
nach Hydrolyse einer Probe. Aus diesen Definitionen ergibt sich, dass MS > DS. 
Fur den Fall, dass nur Monosubstitution vorliegt, also jede substituierte 
Anhydroglucoseeinheit nur eine Hydroxyethylgruppe tragt, ist MS = DS. 

Ein Hydroxyethylstarkerest weist bevorzugt einen Substitutionsgrad MS von 0, 1 
bis 0,8 auf. Besonders bevorzugt weist der Hydroxyethylstarkerest einen 
Substitutionsgrad MS von 0,4 bis 0,7 auf. 

Die Reaktivitat der einzelnen Hydroxygruppen in der unsubstituierten 
Anhydroglucoseeinheit gegenfiber Hydroxyethylierung ist je nach 
Reaktionsbedingungen unterschiedlich. Innerhalb gewisser Grenzen ist dadurch 
das Substitutionsmuster, also die einzelnen, unterschiedlich substituierten 
Anhydroglucosen, die statistisch auf die einzelnen PolymermolekOle verteilt sind, 
beeinflussbar. Vorteilhafl werden iiberwiegend die C>- und die C 6 -Position 
hydroxyethyliert, wobei die C 6 -Position aufgrund ihrer leichteren Zuganglichkeit 
haufiger substituiert wird. 

Yorzugsweise verwendet werden im Rahmen dieser Erfindung ubenviegend in C- 
Position substituierte Hydroxyethylstarken (HES), die moglichst homogen 
substituiert sind. Die Herstellung solcher HES wird in EP 0 402 724 B2 
beschrieben. Sie sind innerhalb einer physiologisch verniinftigen Zeit restlos 
abbaubar und weisen auf der anderen Seite dennoch ein steuerbares 
Eliminationsverhalten auf. Die uberwiegende C 2 -Substitution macht die 
Hydroxyethylstarke relativ schwierig abbaubar fur a-Amylase. Es ist von Vorteil, 
dass moglichst keine innerhalb der Polymermolekule hintereinander substituieren 
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Anhydroglucoseeinheiten auftreten, urn die restlose Abbaubarkeit zu 
gewahrleisten. Weiterhin besitzen solche Hydroxyethylstarken trotz der niedrigen 
Substitution eine ausreichend hohe Loslichkeit in wassrigem Medium, so dass die 
Losungen auch uber langere Zeitraume stabil sind und sich keine Agglomerate 
bzw. Gele bilden. 

Bezogen auf die Hydroxyethylgrappen der Anhydroglucoseeinheiten weist ein 
Hydroxyethylstarkerest bevorzugt ein Verhaltnis von C^Q-Substitution im 
Bereich von 2 bis 15 auf. Besonders bevorzugt betragt das Verhaltnis von C^Q- 
Substitution 3 bis 1 1. 

Neben dem Polysaccharid umfassen die erfindungsgemaBen Kohlensaurediester 
eine weitere von einem Alkohol abgeleitete Gruppe. Der Begriff Alkohol umfasst 
Verbindungen, die HO-Gruppen aufweisen, wobei bevorzugte Alkohole sich von 
den Polysacchariden oder deren Derivaten unterscheiden. Die HO-Gruppen 
konnen unter anderem an ein Stickstoffatom oder an einen Phenylrest gebunden 
sein. 

Bevorzugt werden azide Alkohole eingesetzt, die in der Fachwelt bekannt sind. 
Hierzu gehoren unter anderem N-Hydroxy-Imide, beispielsweise N-Hydroxy- 
Succinimid und Sulfo-N-Hydroxysuccinimid, substituierte Phenole und Hj^droxy- 
Azole, beispielseweise Hydroxy-Bensotriasol, wobei N-Hydro^cy-Succinimide 
und Svilfo-N-HydroKysuccinimid besonders bevorzugt sind. 

Weitere geeignete aside Alkohole zur Herstellung der erfindungsgemaBen 
Kohlensaurediester sind in der Literatur aufgefuhrt. (V.H.L. Lee. Ed. Peptide and 
Protein Drug Delivery, Marcel Dekker, 1991, S. 65). 

GemaB einem besonderen Aspekt der vorliegenden Erfindung werden Alkohole 
eingesetzt, deren HO-Gruppe einen pk s -Wert im Bereich von 6 bis 12, bevorzugt 
im Bereich von 7 bis 1 1 aufweist. Dieser Wert bezieht sich auf die bei 25°C 
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bestimmte Saure-Dissoziationskonstante, wobei dieser Wert vielfach in der 
Literatur aufgefuhrt ist. 

Das Molekulargewicht des Alkohols liegt voizugsweise im Bereich von 80 bis 
500 g/mol, insbesondere 100 bis 200 g/mol. 

Die Herstellung der erfindungsgemaBen Kohlensaurediester kann flber an sich 
bekannte Verfahren erfolgen. Gemafi einem besonderen Aspekt der vorliegenden 
Erfindung werden zur Herstellung der erfindungsgemaBen Verbindungen 
Kohlensaurediester eingesetzt, deren Alkoholkomponenten sich von den 
Polysacchariden oder deren Derivaten unterscheiden. Diese Verbindungen 
ermoglichen eine besonders schnelle und schonende Reaktion, wobei lediglich 
Alkohole und der gewiinschte Kohlensaurediester gebildet werden. 

Bevorzugte Kohlensaurediester sind unter anderem N'N-Succinimidylcarbonat 
und Sulfo-NTST-Succinimidylcarbonat. 

Diese Kohlensaurediester konnen in relativ geringen Mengen eingesetzt werden. 
So kann der Kohlensaurediester in 1- bis 3-molarem Uberschuss, bevorzugt 1 bis 
1 ,5 molarem Uberschuss, bezogen auf das Polysaccharid und/oder das 
Polysaccharid-Derivat, eingesetzt werden. Die Reaktionsdauer bei Verwendung 
von Kohlensaurediestern ist relativ gering. So kann die Reaktion vielfach nach 2 
Stunden, bevorzugt nach 1 Stunde beendet werden. 

Je nach gewunschter Stochiometrie konnen auch groBere Mengen eingesetzt 
werden. GemaB einem besonderen Aspekt der vorliegenden Erfindung liegt das 
Verhaltnis von Kohlensaurediester zu Polysaccharid und/oder Polysaccharid- 
Derivat bei der Umsetzung im Bereich von groBer 3: 1 bis 30: 1 , bevorzugt 4: 1 bis 
10:1. 
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Die Umsetzung zum erfindungsgemafien Kohlensaurediester findet bevorzugt in 
einem wasserfreien aprotischen Losungsmittel statt. Der Wassergehalt sollte 
vorzugsweise hochstens 0,5 Gew.-%, besonders bevorzugt hochstens 0,1 Gew.-% 
betragen. Geeignete Losungsmittel sind unter anderem Dimethylsulfoxid 
(DMSO), N -Methylpyrrolidon, Dimethylacetamid (DMA) und/oder 
Dimethylformamid (DMF). 

Die Umsetzung zum Kohlensaurediester gelingt unter schonenden Bedingungen. 
So konnen die zuvor beschriebenen Reaktionen bei Temperaturen vorzugsweise 
im Bereich von 0°C bis 40°C, besonders bevorzugt 10°C bis 30°C durchgefuhrt 
werden. 

GemaB einem besonderen Aspekt der vorliegenden Erfindung erfolgt die 
Umsetzung bei einer geringen Basenaktivitat. Die geringe Basenaktivitat kann 
durch Zugabe der Reaktionsmischung in einen 10-fachen Uberschuss Wasser 
gemessen werden. Hierbei weist das Wasser vor Zugabe einen pH-Wert von 7,0 
bei 25°C auf, wobei das Wasser im wesentlichen keinen Puffer enthalt. Durch 
Messung des pH-Wertes bei 25°C nach Zugabe der Reaktionsmischung erhalt 
man die Basenaktivitat der Reaktionsmischung. Vorzugsweise weist diese 
Mischung nach Zugabe einen pH-Wert von hochstens 9,0, besonders bevorzugt 
von hochstens 8,0 und besonders bevorzugt von hochstens 7,5 auf. 

Die durch die suvor beschriebene Umsetzung erhaltenen Losungen konnen ohne 
Isolation der Kohlensaurediester in den ICopplungsreaktionen eingesetzt werden. 
Da in der Regel das Volumen der voraktivierten Kohlensaurediester im 
aprotischen Losungsmittel klein ist im Vergleich mit dem im Puffervolumen 
gelosten Zielprotein wirken sich die Mengen an aprotischem Losungsmittel 
meistens nicht storend aus. Bevorzugte Losungen umfassen mindestens 10 
Gew.-% Kohlensaurediester, bevorzugt mindestens 30 Gew.-% 
Kohlensaurediester und besonders bevorzugt mindestens 50 Gew.-% 
Kohlensaurediester. 
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Die Kohlensaurediester konnen aus der Losung in aprotischem Losungsmittel, 
beispielsweise DMF, durch bekannte Fallungsmittel, wie beispielsweise trockenes 
Ethanol, Isopropanol oder Aceton gefallt und durch mehrfaches wiederholen des 
Vorganges gereinigt werden. Bevorzugte Feststoffe umfassen mindestens 10 
Gew.-% Kohlensaurediester, bevorzugt mindestens 30 Gew.-% 
Kohlensaurediester und besonders bevorzugt mindestens 50 Gew.-% 
Kohlensaurediester. 

Solche Kohlensaurediester konnen dann in Substanz isoliert zur Kopplung, 
beispielsweise zur HESylierung verwendet werden. Dabei treten dann keine 
Nebenreaktionen wie oben beschreiben mit EDC-aktivierter Saure auf. 

Des weiteren kann zur Kopplung eine Losung der aktivierten Kohlensaurediester 
von Polysacchariden und/oder Polysaccharid-Derivaten zu einer wSssrigen 
Losung des pharmazeutischen Wirkstoffs, die vorzugsweise gepufifert ist, bei 
einem geeigneten pH-Wert zugegeben werden. Die pharmazeutischen Wirkstoffe 
umfassen mindestens eine Aminogruppe, die zum Urethan von Polysacchariden 
und/oder Polysaccharid-Derivaten umgesetzt werden kann. Zu den bevorzugten 
Wirkstoffen gehoren Antibiotika, insbesondere Amphotericin B, sowie Proteine 
und Peptide. 

Der pH-Wert der Umsetzxing ist von den Eigenschaften des Wirkstoffs abhangig. 
Vorzugsweise, falls dies rooglich ist liegt der pH-V/ert im Bereich von 7 bis 9, 
besonders bevomigt 7,5 bis G,5. 

Die Kopplung findet im allgemeinen bei Temperaturen im Bereich von 0°C bis 
40°C, bevorzugt 10°C bis 30°C statt, ohne dass hierdurch eine Beschrankung 
erfolgen soli. Die Reaktionsdauer kann durch geeignete Verfahren leicht ermittelt 
werden. Im allgemeinen liegt die Reaktionszeit im Bereich von 10 Minuten bis 
100 Stunden, vorzugsweise 30 Minuten bis 5 Stunden. 
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Das molare Verhaltnis von Kohlensaurediester zu Wirkstoff kann in einem weiten 
Bereich liegen. Je nach beabsichtigter Stochiometrie kann der Kohlensaurediester 
in 1 bis 5-fachem molaren Uberschuss, besonders bevorzugt 1,5 bis 2-fachen 
Uberschuss, bezogen auf den pharmazeutischen Wirkstoff, eingesetzt werden. 
Gemafi einem weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindung kann der 
pharmazeutische Wirkstoff in 2 bis 20-fachem molaren Oberschuss, besonders 
bevorzugt 3 bis 10-fachen Uberschuss, bezogen auf den Kohlensaurediester, 
eingesetzt werden. 

Als Nebenprodukt fallt bei der oben genannten Umsetzung im wesentlichen nur 
der Alkohoi, beispielsweise N-Hydroxy-Succinimid an, welches leicht vom 
Kopplungsprodukt abgetrennt werden kann, z. B. durch Ultrafiltration. 

Als Nebenreaktion kann eine Verseifiing der Kohlensaurediester mit Wasser 
auflreten, wobei die eingesetzten Polysaccharide und/oder Polysaccharid- 
Derivate, fireier Alkohoi sowie C0 2 gebildet werden. Besonders uberraschend ist 
daher, dass die erfindungsgemaBen Kohlensaurediester zu einem grofien Teil eine 
Kopplungsreaktion mit einem pharmazeutischen Wirkstoff eingeht. Dies ergibt 
sich aus den Beispielen. 

Nachfolgend wird die Erfindung durch Beispiele und Vergleichsbeispiele 
eingehender erlautert, ohne dass die Erfindung auf diese Beispiele beschrankt 
werden soil. 
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Beispiele und HersteUverfahren 
Beispiel 1 

Herstellung von HES 10/0,4 - Kohlensaurediester des N-Hydroxy-Succinimids 

5 g getrocknete HydroxyethylstSrke mit einem mittleren Molekulargewicht Mw = 
10.000 Dalton und einem Substitutionsgrad MS = 0,4 werden in 30 ml trockenem 
Dimethylformamid bei 40 °C gelost und nach Abkiihlen der Losung mit der 
( aquimolaren Menge an N^T'-Disucciniinidylcarbonat versetzt unter 

FeuchtigkeitsausschluB. Nach 2 Stunden rtlhren bei Raumtemperatur wird der 
gebildete Kohlensaurediester des N-Hydroxysuccinimids und HES direkt 
weiterverarbeitet wie in Beispiel 2 beschrieben. 

Beispiel 2 

Herstellung von HES 10/0,4 - gekoppeltem Myoglobin 

5 mg Myoglobin werden in 0,4 ml Bicarbonatpuffer 0,3 molar pH 8,4 gelost. Zu 
der Losung werden 0,5 ml der Losung aus Beispiel 1 mit dem enthaltenen HES 
10/0,4 Kohlensaurediester des N-Hydroxysuccinimids fiber 2 Stunden 
portionsweise bei Raumtemperatur zugegeben. Der Ansatz wird 1 Stunde riihren 
gelassen. Die Bildung des hesylierten Myoglobins wird fiber Gel- 
Permeationschromatographie mit einer Ausbeute von > 90 %, bezogen auf das 
eingesetete Myoglobin, bestimmt. 

Beispiel 3 

Herstellung von HES 10/0,4 - gekoppeltem Amphotericin B 

100 mg Amphotericin B werden in 5 ml trockenem DMSO unter Schutzbegasung 
mit Argon unter Lichtschutz gelost. 
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Zu dieser Losung gibt man eine nach Beispiel 1 hergestellte Losung von HES 
10/0,4 - Kohlensaurediester des N-Hydroxy-Succinimids, hergestellt mit der 
doppelten molaren Menge anN.N'-Disuccinimidylcarbonat, und lasst 4 Stunden 
bei Raumtemperatur unter Argon und Lichtschutz ausreagieren. 

AnschlieBend wird der Ansatz mit 200 ml sauerstoffireiem Wasser unter Argon 
verdiinnt und unter Lichtschutz und Argon ultrafiltriert mit einer Membran des cut 
offs 1000 Dalton zur Entfemung der Losungsmittel und des freigesetzten N- 
Hydroxy-Succinimids. 

Der Ansatz wird anschliefiend gefiriergetrocknet zur Isolation des 
Reaktionsproduktes. Die Charakterisienmg des Produktes erfolgt fiber 
Gelchromatographie und photometrischer Bestimmung des Anteils gekoppelten 
Amphotericin B fiber Photometrie. 

Ausbeute bezogen auf eingesetztes Amphotericin B, 90%. Das ermittelte 
Molekulargewicht betrug 12.000 Dalton und der Anteil des gekoppelten 
Amphotericin B ca. 20%, entsprechend einem Molverhaltnis von 2: 1 . 
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Patentanspruche 

1 . Kohlensaurediester von Polysacchariden oder Polysaccharid-Derivaten. 

2. Kohlensaurediester gemaB Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass die 
Polysaccharide oder Polysaccharid-Derivate Starkefraktionen oder 
Starkefraktions-Derivate sind. 

3. Kohlensaurediester gemaB Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Starkefraktionen Abbaufraktionen des Amylopektins sind. 

4. Kohlensaurediester gemaB Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Abbaufraktionen des Amylopektins durch Saureabbau und/oder Abbau 
durch a- Amylase von Wachsmaisstarke gewonnen werden. 

5. Kohlensaurediester gemaB Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Starkefraktionen ein mittleres Molekulargewicht Mw von 2.000 - 50.000 
Dalton aufweisen und eine mittlere Verzweigung von 5-10 mol% a-1,6- 
glykosidischen Bindimgen. 

6. Kohlensaurediester gemaB Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Starkefraktionen ein mittleres Molekulargewicht Mw von 2.000 - 50.000 
Dalton aufweisen und eine mittlere Verz^veigung im Bereich von >10 bis 
25 mol% a-l ? 6-glykosidisehen Bindungen. 

7. Kohlensaurediester gemaB Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Starkefraktions-Derivate Hydroxyethyl-Derivate von Abbaufraktionen der 
Wachsmaisstarke sind. 



8. Kohlensaurediester gemaB Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass das 
mittlere Molekulargewicht Mw der Hydroxyethylstarke-Fraktionen im 
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Bereich von 2 - 300.000 Dalton liegt und der Substitionsgrad MS zwischen 
0,1 und 0,8 liegt sowie das C2/C6-Verhaltnis der Substituenten an den 
Kohlenstoffatomen C2 und C6 der Anhydroglucosen zwischen 2 und 15 
liegt. 

9. Kohlensaurediester gemaB mindestens einem der Anspruchen 1 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, dass ein Alkohol, von dem eine 
Alkoholkomponente des Kohlensaurediesters abgeleitet ist, ein 
Molekulargewicht im Bereich von 80 bis 500 g/mol aufweist. 

10. Kohlensaurediester gemaB mindestens einem der Anspriiche 1 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet, dass ein Alkohol, von dem eine 
Alkoholkomponente des Kohlensaurediesters abgeleitet ist, einen pk s -Wert 
im Bereich von 6 bis 12 aufweist. 

1 1 . Kohlensaurediester gemaB mindestens einem der Anspriiche 1 bis 1 0, 
dadurch gekennzeichnet, dass ein Alkohol, von dem eine 
Alkoholkomponente des Kohlensaurediesters abgeleitet ist, des 
Kohlensaurediesters eine HO-N-Gruppe oder eine Phenolgruppe umfasst. 

12. Kohlensaurediester gemaB mindestens einem der Anspriiche 1 bis 1 1, 
dadurch gekennzeichnet, dass ein Alkohol, von dem die 
Alkoholkomponente des Kohlensaurediesters abgeleitet ist, ausgewahlt ist 
aus N-Hydroxy-Succmimid ; , Sulfo-N-HydroKysuccinimid 5 substituierte 
Phenole und Hydroxy-Benzotriazol. 

13. Kohlensaurediester gemaB Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass ein 
Alkohol, von dem eine Alkoholkomponente des Kohlensaurediesters 
abgeleitet ist, N-Hydroxy-Succinimid und Sulfo-N-Hydroxysuccinimid ist. 
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1 4. Feststoff umfassend mindestens einen Kohlensaurediester gemaB 
mindestens einem der Anspruche 1 bis 13. 

15. Losung umfassend mindestens einen Kohlensaurediester gemaB einem 
mindestens der Anspruche 1 bis 13. 

16. Losung gemaB Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dass die Losung 
mindestens ein organisches Losungsmittel umfasst. 

17. Losung gemaB Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dass die Losung 
hochstens 0,5 Gew.-% Wasser umfasst. 

1 8. Losung gemaB mindestens einem der Ansprttche 1 5 bis 1 7, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Losung mindestens ein aprotisches Losungsmittel 
umfasst. 

1 9. Losung gemaB Anspruch 1 8, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Losungsmittel Dimethylsulfoxid (DMSO), N -Methylpyrrolidon, 
Dimethylacetamid (DMA) und/oder Dimethylformamid (DMF) umfasst. 

20. Verfahren zur Herstellung von Kohlensaurediester gemaB mindestens einem 
der Anspruch 1 bis 19, dadurch gekennzeichnet, dass mindestens ein 
Polysaccharid und/oder ein Polysaccharid-Derivat mit mindestens einem 
Kohlensaurediester in aprotischen Losungsmittel umgesetzt wird. 

21 . Verfahren gemaB Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, dass beide 
Alkoholkomponenten des Kohlensaurediester einen pks-Wert im Bereich 
von 6 bis 12 aufweisen. 

22. Verfahren gemaB Anspruch 2 1 , dadurch gekennzeichnet, dass man N.N 5 - 
Disuccinimidylcarbonat als Kohlensaurediester einsetzt. 
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23. Verfahren gemaB mindestens einem der Anspriiche 20 bis 22, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Umsetzung bei einer Temperatur im Bereich von 0 
bis 40°C erfolgt. 

24. Verfahren gemaB mindestens einem der Anspriiche 20 bis 23, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Umsetzung bei einer geringen Basenaktivitat 
erfolgt. 

\ 

25 . Verfahren sur Herstellung von mit Polysacchariden oder Polysaccharid- 
Derivaten an freien Aminofunktionen gekoppelten pharmazeutischen 
WirkstofFen, dadurch gekennzeichnet, dass mindestens ein 
Kohlensaurediester gemafi einem der Anspriiche 1 bis 13 mit einem 
pharmazeutischen Wirkstoff umsetzt, der mindestens eine Aminogruppe 
aufweist 

26. Verfahren gemaB Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Umsetzung in wassrigem Medium erfolgt. 

27. Verfahren gemaB Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, dass der pH-Wert 
des wassrigen Mediums im Bereich von 7 bis 9 liegt. 

2G. Verfahren gemaB mindestens einem der Anspriiche 25 bis 27, dadurch 

gekennzeichnet, dass die Umsetzung bei einer Temperatur im Bereich von 
0°C bis 40°C erfolgt. 

29. Verfahren gemaB mindestens einem der Anspriiche 25 bis 28, dadurch 

gekennzeichnet, dass der pharmazeutische Wirkstoff ein Polypeptid oder ein 
Protein ist. 
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30. Phannazeutischer Wirkstoff erhaltlich durch ein Verfahren gemaB 
mindestens einem der Anspriiche 25 bis 29. 
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